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Extraction of Limonin D-ー嶋ringLactone Hydrolase from the 
Seeds of AMANATSU (Citrus nαtsudaidai HA Y ATA) 
Toshiko Morishita and Haruko Fujii 
Department Food Sciences， Faculty of Home Economics， 
Mukogawa Women's University， Nishinomiya 663， Japan 
It was seemed that limonin D-ring lactone hydrolase was the enzyme transfered limonoate 
A -ring lactone to limonin. 
According to the method proposed by Hasegawa， limonoate D…ring lactone hydrolase was 
isolated and refined from the seeds of Citrus natsudaidai HA YAT A， and it was caused to act 
on the crude limonoid. DEAE-cellulose column was used to refine the crude enzyme. It was 
recognized the higher activity at O.22M of graduated NaCl solution. 
Furthermore， by the Biogel column chromatography， itwas detected the three peaks. One of 




































分を除いた後，再び遠心分離 (O"C， 10 x 103rpm ， 
10 min.)を行って沈殿物を除いた.上滋に2.5倍設
の 200Cのアセトンを加え， 5"Cで6時間アセトン





































ULTRACENT -10 (東ソー)を用いて遠心分離 WC，
4 x 103rpm， 30min.) して目覚塚・濃縮し， ゲノレ液過
負荷試料とした 5)
















Cosmosil 5CI8 packed column (4.6 x 150 mm )を用い
た.移動相はメタノーノレ/水=75125(v旬。)を用い，





ど-!JA， 137)うミら 141Vこど… !JB， 146カミら 152
にピーク Cの3つのピークが得られた.各々のピー

























Fig. 1. Ion exchange chromatogram of Limonin D 
ring lactone hydrolase on a DEAE cellulose col剛
umn 
Mixing chamber; O.OlM pottasium phosphate buf-
fer (pH6.0) Reservoir; O.OlM pottasium 
phosphate buffer (pH6.0) containing 0.7M Nacl 
Column size; 3.0x40 cm 
アマナツ種子中のリモニンD環ラクトンハイドラーゼの分離
Table 1. Limonin concentration in the crude 夕、ンョンナンバー 18から 20をピーク1， 55から 63
limonoid treated with enzyme (by ion ex- をピー夕立， 66から 71をピークEとした.3つのピ-
change chromatography) クについて各々粗リモノイドに作用させ， HPLCで
Peak fracktion Concentration of 
of enzyme limonin (ppm) 
control 2.24 
peak A 4.05 
peak B 3.62 













X: Peak area of limonoate A -ring lactone analyz- 定した.
ed with HPLC 粗酵素および各精製段階の酵素極分についてポリア
Y: Peak area of Limonin analyzed with HPLC クリノレアミドディスク電気泳動を行った結果を Fig.3
に示した.精製段階を経るに従ってバンドはより鮮明
Table 2. Limonin concentration in the crude limonoid に変化しノミイオゲノレによる精製後は3本のバンドが
treated with enzyme (by gel filtration) 認められた.
Peak fracktion Concentration of Y/X 
of enzyme limonin (ppm) 
control 0.62 0.07 
peak 1 5.09 1.00 
peak I 4.26 0.77 
E 3.20 0.57 
X: Peak area of limonoate A -ring lactone analyz-
ed with HPLC 




コントローノレに比べ， ピーク A，B， C共にリモ
ニンの増加が認められ， りそニン生成量はピーク B
はピーク Aに対し 14070低く，ピーク Cはど-!JA
に対し 16070低いことが認められた.またりそネート
A環ラクトンとザモニンの割合はピーク Aは0.79，
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hydrolase on a biogel column 
Phosphate buffer; O.OIM pottasium phosphate 
buffer (pH6.0) 
Column size: 2.5 x 110 cm 
(森下,藤井)
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